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紫芋およびピオーネ成分中の抗酸化酵素活性促進物質の解明
食品機能性簡易評価法の自然食品への応用
川西秀樹･浜田博喜*･益岡典芳＊
岡山理科大学大学院理学研究科総合理学専攻
＊岡山理科大学理学部臨床生命科学科
(2005年９月１２日受付、2005年11月７日受理）
ｌ緒言
近年食生活の欧米化に過食や偏食に加え，経済の
発達に伴った運動不足が原因となり，糖尿病，高脂血
症，高血圧，動脈硬化などの生活習慣病やアトピー性
皮膚炎や花粉症などのアレルギー性疾患の発症率が増
加し，深刻な問題となってきている。'-7)そのような状況
下で，国民の健康志向に対し，サプリメントや健康飲料
などの栄養補助食品や,病気の予防や治療効果など特
別な機能を持った特定保健用食品の開発が進められ，
多くの研究が行われている｡また，近年では，生活習'慣
病になる前に予防しようといった観点から，最も簡単に
生活習慣病の予防,及び健康の維持が期待できる食事
によるセルフメデイケーシヨンが注目されてきている｡8-10）
しかし,食品の機能性に関する研究は,まだ始まったば
かりで，すべての食品の機能性を網羅するまでには至
っていない｡''-12)それ故に，逸早い食品全体を指標とし
た機能性を評価,および成分の分析･解明が必要となっ
ている。
これまで著者らは，従来より食品の抗酸化評価に用
いられている1,1-Diphenyl-2-picrymydrazyl(DPPＨラジ
カル）捕捉活性試験，および電子スピン共鳴（ESR）
スピントラップ法によるスーパーオキシドアニオンラジカ
ル捕捉活性（SOD様活性）測定法によって直接的な
ラジカル消去能を測定した｡さらに，グルタチオンペル
オキシダーゼ（GPX）およびカタラーゼ（CAT）などの
抗酸化酵素に，様々な食品が与える影響を測定し，
間接的なラジカル消去能を調べた｡そして,得られた結果
を総合的に判断することで，食品の抗酸化能の新評価法
を提案し実施してきた｡その評価によって抗酸化活性によ
る食品の差異が明らかにできた｡'3）
本研究では,新評価法に加えたGPxの酵素活性を活性化
させる高い能力が認められた紫芋と,ＣＡＴ活性を活性化さ
せる高い能力が認められたピオーネに注目し,その成分を
単離･精製を行い，各酵素活性に影響を及ぼす成分を検
討したので報告する。
２実験方法
2-1抽出方法
日本薬局方によって定められている方法であるエタノ
ール抽出法を用いて，栄養学,調理学等の書籍に記載
されている14-18)五訂日本食品標準成分表,食生活.健
康の向上に役立つ諸表，および献立作成表などを参考
にし,設定した食品の－食あたりの平均摂取量（生活
活動強度Ⅱ身長１７０ｃｍ成人男子)[食品可食部のみ］
を抽出に用い,５０％エタノールで３７℃で１日静置抽出
を行った｡抽出後，抽出液を濾別し,残澄は，再度同様
の方法（50％エタノール）で,２回抽出を行った｡その
後,抽出液を合わせてロータリーエバポレーター（Iwaki
AsahiTechnoG1assCo,Ｌｔｄ，REN-1Series）で,４０℃
で減圧濃縮を行ないエタノールの除去を行った｡エタノ
ールの除去後，濃縮液を凍結乾燥機（LabconcoR
Freezedry-3m-ZOO）で,凍結乾燥して試料とした。
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2-2-3．ＧＰＸ活性に与える影響
lmMglutathione(還元型)(東京化成,GSH),０．５，Ｍ
/erj-butylhydropcroxide(Sigma),０．２，Ｍβ-NADPH
（Sigma)，lunitsglutathionereductase［ＥＣＬ6.4.2］
（Sigma,パン酵母由来)，および最終濃度1ppmの試料
を含む０１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ6.5）にglutathione
peroxidase［ＥＣＬ１Ｌ１９］（Sigma，牛の赤血球由来
GPx）O2unitsを加え反応を行った（スキーム3)｡23-27）
測定は，分光光度計を用いて，３４０〃、の吸光度の減
少を時間変化で測定し,酵素活性を求めた｡ＧＰＸ活性
のへの影響は，対照（50％エタノール）をＬＯとして，
ｆｂｌｄで表示した。
2-2機能性評価法
2-2-1.DPPＨラジカル捕捉活性測定試験
試料は１ppmの濃度になるように５０％エタノールに
溶解した｡次にDPPＨ(和光純薬）を,エタノールで溶
解させ,0.15,Ｍに調製した｡DPPＨエタノール溶液と
試料５００皿ずつを，それぞれ加えよく攪枠した｡そ
の後，室温（２５℃）暗所にて３０分反応後，分光光
度計（Hitachi,Ｕ-2800）にて,５１７〃腕の波長を測定し
た（スキーム１)｡ラジカル消去活性は，対照として５０％
エタノールの吸収を100％として，試料の吸光度の減
少率で表した。同様の方法にて，α-トコフェロールの
DPPＨラジカルの活性を測定し,検量線を作成し,α-ト
コフェロール値に換算して表した｡19-21）
'BuOOH-ﾌｧ空マー’BuOH
２GSH GSSG
NADP･~L言二MmPH
ＣＬｐＱｌＤ
ｏＹ－螂巾…
スキームＬＤＰＰＨラジカル消去反応
2-2-2.ＳＯＤ様活性測定
試料は５０％エタノールに溶解し1000ppmの濃度に
調製した｡それを，ＥＳＲ測定装置（JEOL，JES-FR
３０ES）を用いて，HPX-XOD（ヒボキサンチンーキサン
チンオキシダーゼ［ECLL322]）系によって発生す
るスーパーオキシドのＤＩｖＰＯ付加体のＥＳＲスペクト
ル（ESR-スピントラップ法）を測定した（スキーム２)。
21.22)ラジカルスカベンジング活性は，対照（H20）と
比較し,その減少からラジカル消去活性を算出した。
さらに,試料としてsuperoxidedismutase[ＥＣ1.15.1」］
（和光純薬,牛の赤血球由来,Ｃｕ,ＺｎSOD）による検
量線を作成し,ＳＯＤ様活性として表した。
スキーム３.ＧＰＸ系抗酸化試験
2-2-4.ＣＡＴ活性に与える影響
３０％過酸化水素（関東化学）を0.1Ｍリン酸緩衝液
で希釈し,３０，Ｍ過酸化水素を調製した｡28)調製し
た過酸化水素３Ｍに,５０％エタノールにて溶解した
試料を最終濃度１ppmになるように加えよく攪枠した。
それを石英セルに移した後，分光光度計にセットし，
１．２４unitsMのcatalase[ＥＣＬ11.16］をS01uO加え
るのと同時に,２４０〃''@の吸光度の減少を時間変化で
測定し,酵素活性を求めた（スキーム４)。ＣＡＴ活性
に与える影響は，対照（50％エタノール）をＬＯとし
て,fbldで表示した。
ＣＡＴＨｈｑ－￣Ｈ２０＋０２
スキーム４.CAT系抗酸化試験
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2-2-5．統計解析
測定は,ｌ試料あたり10回以上行った｡測定値は，
平均値±標準偏差（mean±SE）で表した。有意
差は,studcntt-testで行った。
濃縮後,ＮＭＲ（JEOL製核磁気共鳴装置）および,質
量分析装置（LC-MASS）で分析を行った。
2-3-3．紫芋成分の活性試験
単離構造決定した標品がＧＰＸ活`性に与える影響を
2-2-3の方法で測定した。2-3．紫芋成分中の抗酸化性物質の特定
2-3-Ｌ紫芋成分のＨＰＬＣ分析
グルタチオンペルオキシダーゼ試験法において強い
活性を示した紫芋（サツマイモアントシアニン系品種
アヤムラサキ,わo',zoea6ammsLLamcv・aymurasaki）
中の29-33),ＧＰＸ活性化物質の単離･分析を行った。
JASＣＯ製ＨＰＬＣ(807-1T型インテリジェントインテグレ
ータ,co-2065型インテリジェントＵＶ検出器,PU-2089
型溶媒低圧グラジエントポンプ）にて分析を行った。
分析はCOSMOSIL5C18-PAQPackedColumnWaters
（’4.6×150ｍｍ）カラムを使用し,流速ＬＯｍＣ/min,カ
ラム温度４０℃，移動層CH3CN（SolventA)，0.1％
ＴＦＡ水溶液（SolventB)：100％SolventB,Omi､；100
～８０％SolventB,Ｚ５ｍｉｍ８０～７５％SolventB,４５ｍｉｎ
の条件下で，濃度1000ppmの紫芋抽出物１０“を
ＨＰＬＣによって分析した。
2-4.ピオーネ成分中の抗酸化性物質の特定
2-4-1．ピオーネ成分のＩｐＬＣ分析
カタラーゼ試験法において強い活性化を示したピオー
ネ（ブドウ欧米雑種く巨峰（欧米種)×カノンホールマ
スカット（欧州種)>，町rjM上J61wscaBaiIey）の35-37）
ＨPLC分析を行った｡分析は，2-3-1と同様の方法で
行った｡さらに，比較対照として，ブドウ抽出物およびマ
スカット抽出物のＨＰＬＣ分析も同様に行った｡38）
2-4-2.アントシアニン類の定量
2-4-1と同様の方法で，各１，Ｍの濃度に調節した
Cyanidin(Cy),Cyanin(Cyanidin3-OfDglucoside,Ｃｙ
3-91c)，Keracyanin（Cyanidin3-OP-D-rhamnosyl
glucoside,Ｃｙ３－ｍｔ),Malvidin(Ｍｖ),Malvin(Malvidin
３－０羽-D-glucosidc-5-O弓β-D-glucoside，Mv-3,S-diglc)，
Oenin（Malvidin3-OP-D-glucoside，Mv3-glc)，
Pconidin(P､),Peonidin3-Op-D-glucoside(Pn3-glc)，
Delphinidin(Dp）標準液の1,3,5,10城をＨＰＬＣ分析
し，それぞれの分析結果から絶対検量線を作成した。
その値からピオーネ抽出物に含まれているアントシアニ
ンの定量を行った。
2-3-2.紫芋成分の単離･精製および構造決定
多孔性イオン交換，陽イオン交換，および陰イオン交
換にてそれぞれ単離･精製を行った。多孔性イオン交
換は,509のDIAIONHP-20樹脂を9024×200腕腕の
カラムに充填し,５倍量の純水で溶出を行った｡その後，
エタノールを加えてゆき順次溶出を行った｡陽イオン交
換は,スチレン系強酸性イオン交換樹脂IR-120Bを
５０９使用し,ｐ１０ｘ５００ｍｍのカラムに充填し,ｌＮＨＣｌ
にて,流速15,Ｗ､in,で溶出を行い,１分毎に１フラ
クションとした。１時間後，純水にて洗浄を行い，ｌＮ
ＮａＯＨにて更に1時間溶出を行った．陰イオン交換は，
スチレン系ゲル形強塩基性陰イオン交換樹脂
IRA-400Ｊ（Ｉ形）を用い，ｌＮＮａＯＨにて，流速１５
，Ｗ､in，で溶出を行い,１分毎にｌフラクションとした.1
時間後，純水にて洗浄を行い,ｌＮＨＣｌにて更に1時
間溶出を行った｡34)それぞれの得られたフラクションは
2-4-3．ピオーネ成分の単離･精製および構造決定
ピオーネ抽出物１９/'Ｍを,2-3-2と同様の方法で，単
離･精製を行ない，そこで得られた試料を,ＪＥＯＬ製核
磁気共鳴装置を用いＮＭＲ分析を行った｡さらに,質量
分析装置(LC-MASS)で質量分析を行った。
2-4-4．ピオーネ単離物の活性試験
単離構造決定した標品がＣＡＴ活性に与える影響を
2-2-4の方法で測定した。
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３．実験結果
3-1．抗酸化試験結果
２－２の方法にて測定したDPPＨラジカル捕捉活性，
ESR-スピントラップ法によるＳＯＤ様活性,ＣＡＴおよび
ＧＰＸなどの抗酸化酵素の活性化を表Iに示した｡また
それらの結果を基に，抗酸化力が強いとされている食
品''-12)の結果をまとめた－部を図ｌに示した｡'3）
jIMI心蝋LＬＦｒ tocofbm、jJ冥職ＩT--j上．．
２０３０４０５０ｍｉｎｌＯ
3-2．紫芋成分中の抗酸化性物質の特定
3-2-Ｌ紫芋成分のＨＰＬＣ分析結果および成分決定
紫芋のＨＰＬＣ分析を行った結果を図２に，基本的な
アントシアニン系化合物の構造を図３に示す｡紫芋に
はこのような基本的なアントシアニン系化合物は少なく，
28-30）より水溶性に富んだ化合物(後述)を豊富に含ん
でいる事が確認された。そこで，単離･精製および構
造決定を行った結果,Caffeicacid（CaO,Ｆｅｍｌｉｃａｃｉｄ
（FrLCy3-glc,Pn3-glc,Tocoferolを含んでいる事が確
認された（図4)｡しかし,Rt1Ominまでのピークは，単
離･精製が難しく，さらにLC-MASSによるイオン化が
図２.紫芋抽出物のＨＰＬＣ分析結果
起こり難かったため構造決定には至らなかった。
3-2-2.紫芋成分の活性試験
ＧＰＸ活性試験を行った結果,Ｃａf;Ｆｒを加えると,ＧＰＸ
活性の大変強い活性化が見られた。しかし，アントシ
アニン（Cy3-glc,Pn3-glc）が酵素活性に与える影響
を確認したところ，活性化は，ほとんど見られなかった
（表２)。
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表2.抗酸化試験結果
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図５.ピオーネ抽出物のＨＰＬＣ分析結果
※標準品は１βＭ当たりの活性値
3-3．ピオーネ成分中の抗酸化性物質の特定
3-3-1．ピオーネ成分のＨＰＬＣ分析結果および成分決定
ピオーネのＨＰＬＣ分析を行った結果，ピオーネ抽出
物は，ブドウ抽出物およびマスカット抽出物と比較して，
多数のアントシアニンを含んでいることが確認された(図
５～７)｡33,39斗I)また,その成分の単離.精製および構
造決定を行った結果,Ｃｙ,ＰｎＭｖを基本構造とするアン
トシアニンおよび，Citricacid，Ascorbicacid（ＡＡ)，
Catcchin,Gallicacid(GA),Caffeicacid(Caf）を含んで
いる事が確認された（図８)｡定量結果，ピオーネ抽出
物ＩＯＭあたり,citricacidll83pmol,AA596.，ｐ､01,
ＧＡ６２．７Ｐｍｏｌ,Ｃｙ３,ｓ－ｄｉｇｌｃｌｌＬ５ｐｍｄ,Ｍｖ３,S-diglc
985.2Plnol,Ｃｙ３－ｍｔ３､８２〃Inol,Ｍｖ３－ｇｅｎ1.38〃、｡，
Ｃｙ３－ｇｌｃ５０２４Ｐｍｏｌ，Ｄｐ３－ｇｌｃ４６２・Ｚｐｍｏ１，Ｍｖ３－ｇｌｃ
ｇ２２７ｐｍｏｌ含有していることが明らかとなった。
5０
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マスカット抽出物のＨＰＬＣ分析結果
川西秀樹・浜田博喜・益岡典芳2８
表３．抗酸化試験結果
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※標準品はいＭ当たりの活性値図８.ピオーネに含まれる化合物の構造
3-3-2．ピオーネ単離物の活性試験
CAT活性試験を行った結果,ＡＡ,ＧＡ,CafにはCAT活
性の活性化能力は見られなかった。しかし，アントシアニ
ンではＣＡＴ活性の強い活`性化能力が見られた（表３)。
共に,様々な食品を満遍なく効率的に摂取することが
未然的な病気の発症を予防することにとって重要であ
ると考えられる。
次に，紫芋成分のＨＰＬＣ分析および成分分析を行
った結果，単離･精製および構造決定が困難でありピ
ークの同定には至らなかったが，文献値を参考にし，
49）ピークの様式が，かなり類似していたことから，それ
ぞれのピークは図９のようなＣｙおよびＰ、にcaffeyl
およびfemlyl体の結合したアシル化アントシアニンであ
ろうと推測された｡構造式を図１０に示す｡また，文献値
によるとアシル化アントシアニンは,５７０〃伽の分子吸光
係数が大きいことから,33）ＨｐＬＣ分析を行った結果，
ピーク高さはCafなどに比べ５倍ほどの強度があるが，
実際量はＣａfよりも少量しか含まれていないのではない
かと推測された｡そのことからも,ＧＰＸ活性を活性化する
物質は，アントシアニン系化合物ではなく，ポリフェノー
ル類が関与していると考えられる。
ピオーネ成分のＨＰＬＣ分析を行った結果，ピオーネ
抽出物は，多数のアントシアニンを含んでいることが確
認され,また,その成分の単離物のCAT活`性試験を行
った結果，アントシアニンを加えると，ＣＡＴ活`性の強い
活性化が見られたことから,ＣＡＴ活性を活性化する物
質は，アントシアニン系化合物であることが示唆された。
また,抽出液をそのまま測定した時の活性は，単一物
4.考察
それぞれの抗酸化試験法を行い，それらを用いた食品の
評価を行った結果,各酵素の種類やその作用の違いにより，
酵素活性に与える影響に違いが見られた｡ポリフェノール
類を多く含んでいるとされている食品では,ＧＰＸ活性に与え
る影響も大きく，アントシアニン系色素を含んでいる食品で
は,ＣＡＴ活性に強い影響を与えることが確認された｡このこ
とは,紫芋成分中のＧＰＸ活性に与える物質として42-48),Ｃａｆ
およびＦｒ(ポリフェノール)で高い活性が見られたものの,Ｃｙ
3-91c,Ｐｎ３－ｇｌｃなどのアントシアニンではあまり効果が見ら
れなかった点や，逆にピオーネ成分中のＣＡＴ活性に与え
る物質として，ポリフェノール類よりアントシアニン類の方が
ＣＡＴ活性に強い影響を与えることによる｡DPPＨラジカル消
去活`性やＥＳＲスペクトル測定（SOD様活`性）等の抗酸化
物質がラジカル消去に直接関与する反応で，強い抗酸化
活性が見られる食品でも，ＣＡＴやＧＰＸ等の抗酸化酵素に
働きかけ酵素を活性化させ，間接的にラジカル消去に関与
している反応系で，活`性化を示さない食品も多数見られた
ことはb我々の開発した食品機能性評価法’3)の有効性と
紫芋およびピオーネ成分中の抗酸化酵素活性促進物質の解明 2９
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図，紫芋抽出物のＨＰＬＣ分析結果 図１０．アシノレ化アントシアニンの構造
の活性の総合計よりも大きいことから，それらの化合物
を混合して測定した。単一で活性を測定したときよりも，
活`性化能力が高まったことから，アントシアニン系化合
物および他の成分による相乗効果が予想された。
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Purplesweetpotatoextractstronglyactivatedgluthaionepeloxidasebmdidnotcatalase
activity・Ontheotherhand,pioneextlactspecificallyactivatedcatalasebmdidnotglutathine
peroxidasePIesentinvestigationwasplannedtopmsueactivationfactorsfbrtheseenzymesm
eachextmctｌｈｅｅxtractswercseparatedusingcloumnchromatographyThecompounds
isolatedwereidentifiedbyusmgHPLC，ＮＭＲａｎｄＬＣ－ＭＳＰｕｒｐｌｅｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏｅｘtract
containedcafIeicacid，ferulicaciCLcyamdin3-OP-D-glucosideandpeomdin
3-O弓βD-glucosidePioneextlactcontainedascorbicacid，cyamdin3-O弓β-D-glucoside，
cyalmdin3-Op-D-Ihamnosylglucoside，ｍａＭｄｍ3-0弓β-D-glucoside，malvidin
3-O弓β-D-glucoside-5-O弓βD-glucoside,malvidm3-gentiobiosideandsoonFromtheirabiuties
fbrenzymeactivations，itisdeducedthatglutalhioneperoxidaseisactivatedbypolyphenols
andthatcatalaseisactivatedbyantocyanins．
